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Resumo

RESUMO

A acdo neuroquimica sobre o hipotdlamo paraventricular (PVH), cuja atividade
depende do equilibrio das sinapses excitatérias e inibitérias, como as gabaérgicas, é
responsavel pela modulagdo do sistema cardiovascular. Os efeitos da grelina, um
peptideo de 28 aminoacidos, sdo mediados pelo subtipo 1a do receptor secretagogo
do horménio do crescimento (GHS-R1a), densamente expresso nos neurbnios pré-
motores simpaticos do PVH. Logo, este trabalho investigou os efeitos da grelina sobre
o controle exercido pelo PVH sobre a funcao cardiovascular e sua relacdo com a
atividade gabaérgica. Para tanto, a presséo arterial sistémica média (PAM) em artéria
femoral e a pressao no ventriculo cardiaco esquerdo (LVP) de ratos Wistar (250-300
g) foram mensuradas por cateterismo. O tratamento com 100 nL de grelina 0,03 nM
injetados diretamente no PVH reduziu a PAM em 40 = 12 mmHg e o valor maximo da
pressao arterial no ventriculo cardiaco esquerdo (LVPm4ax) em 28 + 12 mmHg, bem
como sua derivada em funcao do tempo (LVdP/dTmax), uma medida do inotropismo,
que foi reduzida em 2051 £ 946 mmHg/s, sem provocar alteragdes estatisticamente
significativas no cronotropismo cardiaco. Em contraste, para demonstrar que 0s
efeitos da grelina foram mediados por GHS-R1a, a inibicdo deste com 100 nL de
PF04628935 (0,06 nM) no PVH provocou aumento da PAM em 8 + 3 mmHg e da
LVPmax em 29 £ 8 mmHg; além de estimular o inotropismo, com LVdP/dT max sendo
elevado em 1449 + 467 mmHg/s, e o cronotropismo, com frequéncia cardiaca elevada
em 29 £ 12 bpm. Por fim, a comparacao de seus efeitos com muscimol, um agonista
do receptor GABAA, demonstrou que grelina potencializou a reducdao da pressao
arterial induzida por aquele farmaco, reduzindo a PAM em 19 + 5 mmHg, sem alterar
significativamente a pressdo no ventriculo esquerdo cardiaco e o inotropismo.
Curiosamente, grelina promoveu elevacéao da frequéncia cardiaca em 27 + 12 bpm,
pds injecdo de muscimol. O presente trabalho demonstrou que o eixo grelina — GHS-
R1a no PVH contribui para o controle cardiovascular e relacionou estes efeitos a

interacdes com o sistema gabaérgico.

Palavras-chave: Hipotalamo paraventricular, funcdo cardiaca, grelina, sistema

nervoso autdbnomo
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Abstract

ABSTRACT

The neurochemical action on the paraventricular hypothalamus (PVH), whose activity
depends on the balance of the excitatory and inhibitory synapses, such as gabaergic
ones, is responsible for cardiovascular system modulation. The effects of ghrelin, a 28-
amino acids peptide, are mediated by subtype 1a of the growth hormone secretagogue
receptor (GHS-R1a), densely expressed in the sympathetic pre-motor neurons of PVH.
Therefore, this work investigated the effects of ghrelin on the control exercised by PVH
on cardiovascular system and its relationship with gabaergic activity. For this purpose,
mean systemic arterial pressure (PAM) in the femoral artery and pressure in the left
cardiac ventricle (LVP) of Wistar rats (250-300 g) were measured by catheterization.
Treatment with 100 nL of 0.03 nM ghrelin injected directly into PVH reduced PAM by
40 + 12 mmHg and the maximum blood pressure in the left cardiac ventricle (LVP max)
by 28 + 12 mmHg, as well as its derivative as a function of time (LVAP / dTmax), a
measure of inotropism, which was reduced by 2051 + 946 mmHg / s, without causing
statistically significant changes in cardiac chronotropism. In contrast, to demonstrate
that the effects of ghrelin were mediated by GHS-R1a, the inhibition of this receptor
with 100 nL of PF04628935 (0.06 nM) in PVH caused an increase in PAM of 8 + 3
mmHg and of LVPmax by 29 + 8 mmHg; in addition to stimulating inotropism, with LVdP
/ dTmax being elevated at 1449 + 467 mmHg / s, and chronotropism, with elevated heart
rate at 29 + 12 bpm. Finally, the comparison of its effects with muscimol, a GABAa
receptor agonist, demonstrated that ghrelin potentiated the reduction in blood pressure
induced by that drug, reducing PAM by 19 + 5 mmHg, without significantly altering the
pressure in the cardiac left ventricle and inotropism. Interestingly, ghrelin promoted an
increase in heart rate by 27 + 12 bpm, after muscimol injection. The present study
demonstrated that the ghrelin axis - GHS-R1a in PVH contributes to cardiovascular
control and related these effects to interactions with the gabaergic system.

Keywords: Paraventricular hypothalamus, cardiac function, ghrelin, autonomic

nervous system.

XViii



Introducao

1 INTRODUCAO

O controle da fungdo de 6rgaos, vasos sanguineos e glandulas € uma
atribuicao da divisdo visceral do sistema nervoso, através dos eixos simpatico e
parassimpatico que compdem o sistema nervoso autbnomo (SNA) [1]. Entre as
diferentes areas centrais que organizam o controle das fung¢des cardiovascular,
respiratéria e neuroenddcrina, a regiao do diencéfalo, em especial o hipotdlamo, tem
papel preponderante [1-3].

A acao de hormdnios e neurotransmissores, como a grelina, é responsavel pela
efetivacao das respostas orquestradas pelos eferentes autonédmicos adequadamente
recrutados [4, 5]. Recentemente, o papel da grelina em influenciar o sistema
cardiovascular foi descrito em estudos que observaram efeito hipotensor e
bradicardico, quando a sua forma acilada interage com o subtipo 1a do receptor para
os secretagogos do hormdnio do crescimento (GHS-R1a) [6-10]. Tal receptor é
densamente expresso no nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN), um ndcleo pré-
motor simpdtico de importancia para o controle das fungbes cardiovasculares e
neuroendocrinas [11-14].

Foi observado que a injecao direta de grelina no hipotalamo paraventricular
(PVH) reduz a presséao arterial e a frequéncia cardiaca [15]. Uma vez que PVN é um
dos grupos pré-motores simpaticos, cujos neurénios expressam GHS-R1a [16, 17], as
hipoteses que surgiram foram: i) grelina e estes receptores podem ser responsaveis
pela modulacao da funcao cardiaca; ii) a atividade das sinapses gabaergicas pode ser
influenciada na presencga de grelina e seus receptores. Portanto, este trabalho se
propbs a investigar as respostas cardiacas desencadeadas pela interacao entre

grelina e GHS-R1a no hipotalamo paraventricular.

1.1 Regulacao autonémica da funcao cardiovascular

A regulacado nervosa da circulacao é uma importante frente de atuacdo do
Sistema Nervoso Autdbnomo (SNA) para a preservacao da homeostase [18]. Seu

estudo € de suma importancia para a compreensao da histéria natural e tratamento



Introducao

de determinados estados fisiopatolégicos que envolvem o sistema cardiovascular
(SCV), incluindo diabetes e hipertensao arterial sistémica [19].

O SNA é um sistema predominantemente eferente que transmite impulsos do
sistema nervoso central (SNC) para érgaos periféricos [19]. Seus efeitos incluem,
entre outros, controle sobre o cronotropismo, inotropismo e tdnus dos vasos
sanguineos [20]. Os nervos autonémicos incluem todas as fibras eferentes que partem
do SNC, a excecdo daquelas que inervam o musculo esquelético, e possui trés
grandes divisbes anatbmicas: Sistema nervoso simpatico (SNS), sistema nervoso

parassimpatico (SNP) e o sistema nervoso entérico (SNE) [21].

A modulagdo auton6mica das funcdes cardiovasculares é de fundamental
importancia para a regulacdo da pressao arterial, resisténcia periférica e débito
cardiaco [22, 23]. Tal regulacédo é exercida por um fino balango entre os sistemas
nervosos simpatico e parassimpatico [24], ao integrar acdes de controle tonico e

reflexo a regides especificas do SNC, especialmente de nucleos hipotalamicos [25].

Tanto comportamento e emocdes, quanto o sistema imunolégico podem
influenciar o controle do SNA sobre o sistema cardiovascular [21, 26]. Exemplos
classicos dessas influéncias, incluem respostas cardiorrespiratérias moduladas pelo
exercicio fisico, exposicdo a um ambiente estressante, doencas inflamatérias e
mesmo a mudancas de posi¢cao supina para ortostatica [21, 27]. Face a determinado
estado metabdlico e a demandas termoregulatérias, o SNA ajusta o fluxo sanguineo
local e a resposta cardiaca, associando-os as redes respiratérias centrais [27].

Os efeitos simpaticos sobre o coragao sao mediados predominantemente por
receptores adrenérgicos do subtipo B1 e manifesta-se por efeitos cronotépico,
dromotropico e inotrépico positivos [28], enquanto a inervacao parassimpatica reduz
frequéncia, a velocidade de conducgao e a excitabilidade cardiaca [29], atuando sobre
0 coracao por intermédio de receptores muscarinicos [30]. Ambos os sistemas
orquestram a atividade cardiaca [27, 31, 32], portanto, frequéncia e for¢ca de contracéao
sdo resultantes dos efeitos simpatico e parassimpatico [33].

Embora o tébnus da maior parte dos vasos sanguineos seja mantido por
inervacao simpatica, alguns leitos, como o coronariano, recebem inervacao dupla [34,
35]. A inervacao simpatica do sistema arterial é fundamental para a manutencéo da

resisténcia periférica e a regulacao da pressao arterial, pois sua atuacao nas arteriolas
2
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provoca vasoconstricdo, por meio de receptores adrenérgicos do subtipo al no
musculo liso arteriolar e, inversamente, a sua redugéo provoca vasodilatagéo [36, 37].
A liberagao de norepinefrina/epinefrina em vasos sanguineos de alguns territérios que
expressam receptores adrenérgicos do subtipo B2, induz a vasodilatacao [37, 38].

A geracdo de atividade simpatica tonica e fasica, que pode ser medida em
nervos periféricos, ocorre a partir de nucleos pré-motores simpaticos, compostos por
neurdnios que possuem propriedades eletrofisioldgicas especificas, como os do bulbo
ventrolateral rostral e do ndcleo paraventricular do hipotalamo [39, 40].

1.2 O hipotalamo paraventricular e seu papel controlador do SNA

O hipotalamo é uma importante regido do diencéfalo, localizado sob o talamo,
que participa do controle neuroendécrino da homeostase, sendo a principal conexao
entre o sistema nervoso central e os efetores endocrinos periféricos, através da
secrecao de horménios e de suas conexdes com hipodfise [41, 42]. Adicionalmente, o0
hipotadlamo participa, além da regulacdo cardiovascular, do controle de diferentes
fungdes, como: fome e sede, comportamento e termorregulagéo [43, 44].

Anatomicamente, o hipotalamo localiza-se entre o quiasma 6ptico e 0s corpos
mamilares, em torno do Ill ventriculo, inferiormente ao sulco hipotalamico que o separa
do talamo [45]. E limitado anteriormente pela Iamina terminalis, posteriormente pelo
mesencéfalo, internamente pelo Il ventriculo e lateralmente pela capsula interna [45,
46]. O hipotadlamo é constituido fundamentalmente por grupos de neurénios que se
agrupam em nucleos, entremeando a estruturas de passagem como o fornix, que
percorre cada metade do hipotalamo em sentido rostro-caudal [47]. O fornix divide
assim o hipotalamo em zona medial (pobre em mielina e rica em corpos celulares) e
zona lateral (formada predominantemente por fibras axonais) [48, 49]. A zona medial
esta situada entre o fornix e as paredes do lll ventriculo, € composta pelos principais
nucleos do hipotalamo [50, 51]. Na zona lateral (lateralmente ao fornix e ao feixe
mamilotalamico) ha uma predominancia de fibras mielinicas com dire¢ao longitudinal
[52]. Esta ultima é a regido de passagem do feixe prosencefalico medial (Feixe medial
do telencéfalo), um complexo de fibras que estabelece conexdes reciprocas com a

area septal (sistema limbico) e com a formacao reticular do mesencéfalo [53, 54].
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Juntamente com este feixe encontra-se ainda a area hipotalamica lateral, que contém
neurdnios intimamente relacionados ao comportamento alimentar, como, por
exemplo, aqueles produtores de orexina que se projetam para diferentes regides do
encéfalo [55-58].

Fibras nervosas descendentes originadas do hipotadlamo fazem sinapse em
neurdnios pré-ganglionares simpatico e parassimpaticos na medula espinhal (coluna
intermédio-lateral) e no tronco encefalico, respectivamente [59, 60]. Esta via, o trato
hipotalamo espinhal, origina-se principalmente no nucleo paraventricular [16, 59].
Embora constitua uma conexao direta entre neurénios hipotalamicos e neurénios pré-
ganglionares, essa via € apenas uma pequena parte das influéncias descendentes
sobre 0s neurdnios pré-ganglionares [16]. Neurbnios da parte parvocelular do ndcleo
paraventricular formam a maior concentragdo individual de neurbnios motores

simpaticos autonémicos [61].

O PVH localiza-se adjacentemente ao terceiro ventriculo, situado dorsalmente
ao nucleo supra-optico e lateralmente ao Il ventriculo (Figura 1). Este divide-se em
duas regides: regido magnocelular e regido parvocelular [61]. Os neurbnios
magnocelulares localizam-se nas porcdes laterais do PVH e sédo especializados na
sintese de vasopressina (VP), um hormdnio neurohipofisario que participa do controle
hidro-eletrolitico [62, 63]. Os neurbnios parvicelulares localizam-se medialmente e
constituem uma populagdo heterogénea de neurdnios, contendo multiplos
neurotransmissores destinados a realizacao de diversas funcdes [64]. Parte desses
neurdnios, especificamente aqueles localizados nas por¢des dorsal e ventral da regiao
parvicelular, projetam-se para outras regides do SNC envolvidas no controle das
fungbes autondmicas, como o bulbo rostroventrolateral (RVLM), e a coluna
intermediolateral (IML) [65-67].
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Figura 1. Representacdo esquematica (a esquerda) e imagem de histologia de
cérebro (a direita) evidenciando o nlcleo paraventricular do hipotalamo. Note na figura
a direita as marcas de corante, mostrando os sitios de injecao no PVH bilateralmente
[68].

O PVH abriga neurbnios pré-motores simpaticos que se projetam para varios
niveis da medula espinhal [69]. Sua atividade tbnica é controlada por diferentes tipos
de sinapses [69]. A estimulacao do PVH provoca respostas pressoras e taquicardicas
mediadas pelo sistema nervoso simpatico [70-72]. Em contrapartida, sua inibicdo
reduz a pressao arterial e a frequéncia cardiaca, pela simpatoinibicdo e influéncia
vagal para o coragao [72, 73]. Além disso, o PVH conecta-se a vérias estruturas
limbicas envolvidas no controle comportamental, bem como com estruturas
prosencefalicas e bulbares envolvidas no controle cardiovascular [74-76].

Um estudo classico realizado por Allen descreveu o envolvimento do PVN na
génese da hipertensdo arterial [77]. A reducao da pressao arterial e atividade
simpatica renal provocada pela inibigdo dos neurénios do PVH foi significativamente
maior em animais espontaneamente hipertensos — um modelo de aumento na
atividade simpatica [77, 78]. Adicionalmente, em modelos de insuficiéncia cardiaca,
que provocam aumentos de atividade simpatica para o coracdo, ha um aumento da
atividade de neur6nios do PVH [79, 80]. Conjuntamente, estes estudos demonstram
o papel do PVH e suas diferentes sinapses na génese da hiperatividade simpética
para diferentes leitos cardiovasculares e na fisiopatologia desse sistema.

1.3 Sinapses gabaérgicas que atuam sobre o PVH
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A atividade tonica dos neurénios pré-motores simpaticos do PVH depende do
equilibrio das sinapses excitatérias e inibitérias, cujos neurotransmissores e
neuromoduladores envolvidos sdao o glutamato, o GABA, a noradrenalina, as
angiotensinas e o 6xido nitrico [81-83]. No presente estudo avaliamos as influéncias
das sinapses gabaérgicas quando da presenca de grelina sobre os neurdnios do PVH.

O SNC apresenta altas concentracdes de determinados aminoacidos que se
ligam a receptores pos-sinapticos, atuando, assim, como neurotransmissores
inibitérios ou excitatérios [84-86]. Das duas classes principais de aminoacidos
neuroativos, o acido y-aminobutirico (GABA) € o principal aminoacido inibitério no
SNC dos mamiferos [87-89]. As membranas celulares da maioria dos neurénios e
astrécitos do SNC de vertebrados expressam receptores de GABA, que diminuem a
excitabilidade neuronal através de varios mecanismos [88]. Em virtude de sua
distribuicdo disseminada, os receptores de GABA influenciam muitos circuitos e
funcdes neurais [88]. Os farmacos que modulam os receptores de GABA afetam a
reatividade e a atencao, a formagdo da memodria, a ansiedade, o sono e o tbnus
muscular [90].

Existem dois tipos de receptores de GABA [88]. Os receptores de GABA
ionotrépicos (GABAA e GABAC) consistem em proteinas de membrana de multiplas
subunidades que se ligam ao GABA e que abrem um canal ibnico intrinseco de cloreto
[91]. Os receptores de GABA metabotropicos (GABAB) sao receptores
heterodiméricos acoplados a proteina G que afetam as correntes ibnicas neuronais
através de segundos mensageiros [92, 93]. Os receptores de GABA mais abundantes
no SNC consistem nos receptores ionotrépicos GABAA, que sdo membros da
superfamilia de canais ibnicos regulados por neurotransmissores rapidos [94]. Os
receptores GABAA sao glicoproteinas transmembrana pentaméricas organizadas
para formar um poro idnico central circundado por cinco subunidades, tendo, cada
uma delas, quatro dominios transmembrana [94]. Os agonistas como o muscimol
ativam o receptor GABAA através de sua ligacao direta ao sitio de ligacao do GABA
[95]. Por outro lado, ha antagonistas competitivos que se ligam aos sitios do GABA
nos receptores GABAA [96].

Um crescente numero de trabalhos fomenta evidéncias de que uma mudanga
na atividade inibitéria do GABA sobre o PVH combinada com aumentos nos inputs

excitatorios glutamatérgicos contribuem para a atividade simpatica exacerbada
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conduzindo na insuficiéncia cardiaca crénica [97, 98]. Com um possivel desequilibrio
entre inputs glutamatérgicos e gabaérgicos no PVH pode-se contribuir para aumentar
o fluxo simpatico na insuficiéncia cardiaca e em dois diferentes territérios simpéaticos,
o renal (RSNA) e a atividade nervosa simpatica esplénica (SSNA), pressao arterial
média (PAM) e frequéncia cardiaca [97].

Alguns estudos descreveram o envolvimento do PVH na génese da hipertensao
arterial [99]. A inibicdo dos neurdnios do PVH pelo agonista de receptores de GABAA,
muscimol, reduziu a pressado arterial e a atividade simpatica renal de animais
normotensos e hipertensos [100]. Entretanto, as respostas cardiovasculares
observadas nos animais hipertensos foram significativamente maiores do que aquelas
vistas nos animais normotensos. A partir destes estudos, foi possivel concluir que
alteracoes gabaérgicas no PVH participam da génese da hipertensao primaria [101,
102]. A estimulacao do PVH por antagonista dos receptores GABAa aumenta o fluxo
simpatico para diferentes leitos, enquanto sua inibicdo por agonistas destes mesmos
receptores (muscimol) diminui a influéncia simpéatica [103, 104].

Apesar das evidéncias consistentes de que a atividade dos neurénios do PVN
€ controlada por varios neurotransmissores, como GABA e glutamato, pouco se sabe
sobre a influéncia de hormdnios e neuropeptideos sobre esses neurdnios [105].
Considerando que os neurbnios do PVN sdo ativados ap6s injecédo
intracerebroventricular de grelina, é importante estudar a contribuicdo dos receptores
GHS-R1a para as atividades controladas por esse nucleo [106].

1.4 O hormonio Grelina

A Grelina (Figura 2) € um peptideo hormonal, composto por 28 aminoé&cidos,
descoberto em 1999 pelo pesquisador japonés Kojima e seus colaboradores no
estbmago de ratos, utilizando a técnica de farmacologia reversa [107]. Sua descoberta
marcou o fim da corrida cientifica pelo ligante endégeno do receptor de secretagogo
do horménio do crescimento (GHSR), iniciada em meados da década de 1970 com a
descoberta de compostos sintéticos capazes de induzir a liberacdo de GH de forma

mais contundente que o préprio horménio liberador do horménio do crescimento
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(GHRH) [107-109]. Em funcéo disso, a grelina, em inglés ghrelin, foi assim batizada
em alusédo a GH, sigla em inglés para hormonio do crescimento [107, 108].

Mais tarde, pesquisadores revelaram o papel da grelina como horménio
regulador do apetite, estimulador da secrecao acida do estémago e da motilidade
gastrointestinal, e indutor ou iniciador do comportamento de busca por alimento,
sendo entdo consagrada como “o hormoénio da fome” [107, 110, 111]. Dessa
observacao seguiram-se muitas outras pesquisas sobre a participagdao da grelina no
controle do metabolismo e do balanco energético [112].

Produzida principalmente pelas células secretérias das glandulas oxinticas do
estbmago, mas também em menores quantidades em outros 6rgdos, como
hipotalamo, duodeno, coracgao, rins e pulmdes, a grelina tem por funcao principal
regular a ingestao alimentar, estimulando o apetite e o balango energético [112]. Além
disso, a Grelina esta envolvida em muitos outros processos fisioldégicos, como na
estimulacédo da liberacdo do Hormbnio do crescimento, no controle da motilidade
gastrica e da secrecao acida, na funcao enddcrina e exdcrina pancreatica, no controle
de sono e no comportamento [113-115].

A grelina apresenta quatro isoformas: trés aciladas e uma néo acilada, e esta
ultima representa 80% da grelina circulante [116-118]. A acilacdo € um processo
essencial pelo qual esse horménio deve passar para desempenhar suas funcdes
enddcrinas, pois somente nessa forma ela pode atravessar a barreira hemato-
encefalica e ligar-se aos seus receptores no sistema nervoso central [118, 119].

O sitio de ligacao da grelina para a liberagédo do GH no hipotalamo é o GHSR,
em especial seu subtipo 1a (GHS-R1a) [120, 121]. Embora apresente menor afinidade
pelo receptor GHS-R1a, a isoforma ndo-acilada ainda € capaz de exercer algumas
acoes nao enddcrinas incluindo efeitos cardiovasculares e antiproliferativos [122].

Neurdnios contendo o neuropeptideo Y (NPY) no ndcleo arqueado do
hipotalamo sao os principais alvos da grelina [120, 123].
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Figura 2. Representagéo estrutural da grelina. Adaptado de Kojima e Kangawa [124].

Estudo anterior observou que os efeitos cardiovasculares da grelina resultam
em diminuigdo da pressao arterial sem alterar significativamente a frequéncia cardiaca
[125]. Mais recentemente, foi observado que tanto a administracdo central quanto
periférica de grelina e de agonistas de seu receptor, produz efeitos cardiovasculares
mediados predominantemente pelo sistema nervoso auténomo [125]. Dados
consistentes demonstram substancial queda nos niveis de atividade simpética em
diferentes leitos, o que resultaria em reducao da influéncia simpatica para o coracao
e para os vasos sanguineos [126, 127].

A administragdo central de grelina provoca efeitos neuroendécrinos e
cardiovasculares, possivelmente através do recrutamento de areas centrais
sabidamente envolvidas na regulacdo da homeostase, como o hipotalamo [125, 126].
Foi observado que a injecao central de grelina provoca expressao da proteina c-fos
(um marcador de ativagéo neuronal recente) em areas hipotalamicas como os nucleos
arqueado, paraventricular (PVN), dorsomedial (DMH), ventromedial (VMH) e lateral
(LHA) [1086].

Tem sido demonstrado que a atividade central da grelina depende de inputs
gabaérgicos em algumas regides [128]. Cabral e colaboradores demonstraram que a
grelina circulante modifica a atividade de neurbnios gabaérgicos e medeia
esvaziamento gastrico, uma funcao controlada pelo sistema nervoso autdnomo [128].
Além disso, foi relatado que a grelina aumenta a neurotransmissdo gabaérgica no

nucleo da amigdala [128, 129]. O antagonismo do receptor GABAAa bloqueia a ativagao
9
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do eixo HPA induzido pela grelina em condi¢oes de estresse agudo [130]. A despeito
disso, ndo ha estudos que descrevam a influéncia da grelina e das sinapses
gabaérgicas do PVN sobre o controle da fungédo cardiaca. Portanto, a hipétese do
nosso trabalho é que a grelina e os receptores GHS-R1a atuariam no PVN
contribuindo para o controle da fungéo cardiaca, através da modulagéo das influéncias
gabaérgicas sobre esses neurbnios.

10
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel da grelina e seus receptores expressos pelos neurdnios pré-
motores simpaticos do hipotdlamo paraventricular na regulacdo autonémica
cardiovascular em ratos Wistar.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a amplitude das respostas cardiovasculares evocadas pela injecdo da grelina

no hipotalamo paraventricular;

Avaliar a amplitude das respostas cardiovasculares evocadas pelo bloqueio dos

receptores de grelina GHS-R1a no hipotadlamo paraventricular;

Avaliar a influéncia da grelina sobre o tonus gabaérgico que atua nos neurénios do

hipotalamo paraventricular.

11
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3 METODOLOGIA

3.1 Drogas

As drogas utilizadas foram: i) a grelina (0,03 nM/100 nL); ii) o antagonista de
receptores de grelina GHS-R1a: PF — 04628935 (0,06 nM/100 nL); iii) o agonista de
receptores GABAa: muscimol (20 mM/100 nL); iv) o anestésico: uretana (1,2 g/Kg -
1,4 g/Kg i.p.); v) 0 anestésico lidocaina com epinefrina (0,2 mL de lidocaina 2% +
epinefrina 1:50.000 SC). Todos diluidos em solugao salina estéril (NaCl — 0,9%).

3.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, adultos jovens, com peso entre 250 g e
350 g, fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Goias (GO —
Brasil). Os procedimentos estao de acordo com as regras estabelecidas pelo COBEA
e pelo U.S. National Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals [131]. Todos os esforgcos foram feitos para minimizar o nimero de animais
necessarios para a conclusao dos experimentos.

Para realizacdo dos procedimentos cirurgicos, os animais foram anestesiados
(i.p.) com uretana. A eficacia da anestesia foi verificada pela auséncia de reflexo de
retirada ao estimulo nociceptivo em um dos membros inferiores do animal e
movimentacdo das vibrissas. Adicionalmente, os animais receberam injecoes
subcutaneas de anestésico local com vasoconstritor na regiao em que sera realizada
a craniotomia. Durante todos os procedimentos experimentais, os animas foram
mantidos anestesiados e sua temperatura corporal foi mantida em torno de 37,5 °C

por uma manta aquecedora.

3.3 Procedimentos cirurgicos
3.3.1 Traqueostomia

Na superficie ventral do pescoco, préximo ao manubrio esternal, foi feita uma

pequena incisdo na pele do animal. Foram divulsionadas e rebatidas as estruturas
12
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musculares e apds a localizacado da traquéia foi feito um pequeno orificio entre dois
anéis cartilaginosos para a inser¢cao de uma céanula de diametro compativel (JELCO
Plus - n° 14G 7068 — Johnson & Johnson MEDICAL). Dessa forma, foi possivel

aspiracao endotraqueal (se necessario) e a manutencao das vias aéreas.

3.3.2 Canulacao de artéria e veia femorais

Os ratos foram posicionados em decubito dorsal e receberam uma incisao na
regiao inguinal unilateral para dissecacao do feixe vasculo-nervoso femoral. Canulas
de polietileno PE-50 (15 cm) soldados a PE-10 (2 cm para veia e 4 cm para artéria)
foram implantadas e fixadas por amarraduras. A canula venosa foi utilizada para
injecéo de drogas e a extremidade livre da canula arterial foi acoplada a um transdutor
de pressao (strain-Gauge — DT-XX Viggo-spectramed) ligado a um amplificador e a
um sistema de conversdo analdgico-digital para aquisicdo dos valores de pressao
arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC). Os valores de pressao arterial média (PAM)

foram considerados uma medida da pés-carga cardiaca.

3.3.3 Cateterizacao do ventriculo esquerdo cardiaco

A artéria carotida direita do animal foi localizada e dissecada. Um cateter Millar
(SPR-249, Millar Instruments) foi inserido na artéria e dirigido ao interior da ventriculo
esquerdo cardiaco. O posicionamento do cateter no interior da camara cardiaca foi
confirmado quando o valor da presséao diastélica atingiu valores proximos a zero. Este
X' permitiu aferir a pressao ventricular esquerda (LVP) e sua derivativa (LVdp/dt). Os
valores de pico da derivada da LVP (LVdp/dt peak) foram considerados como uma
medida da contratilidade cardiaca.

A confirmagéo do posicionamento do cateter no interior do ventriculo esquerdo
cardiaco foi como exemplificado abaixo (Figura 3). A seta indica o momento em que
o cateter adentra a cAmara cardiaca, a partir do qual o sinal de pressao se diferencia.
Valores aproximados de pressao arterial sistémica sistélica e diastélica variam de 120

a 80 mmHg, respectivamente. Nota-se que, no registro de pressao ventricular, o valor
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de pressao sistélica é similar ao achado da pressao arterial sistémica. Entretanto, a

pressao diastélica é proxima a 0 mmHg.

Zoom of “R#03 - 12.02.09"
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Figura 3. Sinal de pressao sanguinea evidenciando as diferencas entre os registros
de pressao arterial periférica e pressao ventricular. A seta indica 0 momento em que
o cateter adentra o ventriculo esquerdo cardiaco.

3.3.4 Craniotomia e localizacao do hipotalamo paraventricular

As coordenadas utilizadas foram baseadas no Atlas de Paxinos e Watson [132].
Os animais foram posicionados em um aparelho estereotaxico (STOELTING, IL, USA)
com a cabeca posicionada 3,3 mm acima da linha interaural. As coordenadas de
localizagdo de nucleos a partir do bregma foram: antero-posterior: -1,9 mm; dorso-
ventral (DV): -8,0 mm; e latero-lateral (LL): £ 0,6 mm. Apds a realizacdo de uma
craniotomia local, uma micropipeta de ponta ultrafina foi inserida na regiao do PVH
para nanoinjecao de drogas.

3.4 Grupos experimentais

Em todos os experimentos, os animais foram submetidos aos procedimentos

de anestesia e cirurgia previamente descritos. Apds um periodo minimo de 20 min, ja
14
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em registro, para estabilizacdo dos parametros cardiovasculares, foram realizadas as
nanoinje¢cdes centrais das drogas no PVN, em aparelho estereotaxico. Para
contemplar cada objetivo especifico supracitado, os experimentos foram divididos nos

seguintes grupos experimentais (n = 6 cada):

Grupo 1 — Respostas cardiacas evocadas pela ativacdo dos receptores GHS-R1a
mediante injecdo de grelina: os animais receberam injecdo unilateral (100 nL) de
grelina (0,03 nM) no PVH. Esperou-se um periodo de 20 min para observar as
respostas evocadas. A amplitude das respostas evocadas pela grelina foi comparada

aos valores basais.

Grupo 2 - Respostas cardiacas evocadas pelo antagonista do receptor da grelina
GHS-R1a (PF — 04628935): 0os animais receberam nanoinjecao unilateral (100 nL) de
PF — 04628935 (0,06 nM) no PVH. Esperou-se um periodo de 20 min para observar
as respostas evocadas. A amplitude das respostas evocadas pela grelina foi

comparada aos valores basais.

Grupo 3 - Respostas cardiacas evocadas pela grelina apdés a estimulagdo de
receptores GABAa no PVH: os animais receberam inicialmente nanoinjec¢ao unilateral
(100 nL) de Muscimol (20 mM), um antagonista dos receptores GABAa, no PVH. Apéds
10 min, foi realizada nanoinjecao unilateral (100 nL) de grelina (0,03 nM). Esperou-se
um periodo de 20 min para observar as respostas evocadas pelas injecdes. A
amplitude das respostas evocadas pela grelina foi comparada aos valores basais e

entre as injecdes no PVH.

3.5 Analise Histologica

Ao fim dos experimentos, 0s animais receberam nanoinjecdo de corante azul
Evans (100 nL) no PVN e os cérebros foram removidos, mantidos em paraformaldeido
10% e transferidos para solug¢édo de sacarose a 30% por 48 h antes do posterior corte
(40 pym) no criostato. Para analise histolégica, foram montadas seccées em laminas
previamente gelatinizadas e coradas com vermelho neutro. Os locais de nanoinjecdes

foram comparados com o atlas de Paxinos e Watson [133].
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3.6 Aquisicao e Analise Estatistica dos Dados

Os dados foram adquiridos usando PowerLab 4/20 e LabChart 7.0
(ADInstruments, Sydney, Australia) e exibidos on-line. As anélises estatisticas foram
realizadas usando o GraphPad Prism 6. As comparacdes entre as respostas evocadas
por nanoinjecées no PVN foram determinadas pelo teste t-student. A significancia foi

tomada em p <0,05. Os dados foram expressos como média + SE.
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4 RESULTADOS

A Figura 4 mostra uma foto de um corte frontal do encéfalo de rato em lamina
histoldgica preparada conforme a metodologia anteriormente descrita (item 3.5). As
laminas foram utilizadas para comparagao com diagramas histologicos do Atlas de
Paxinos & Watson [132], permitindo a confirmac&o das microinjegdes feitas no PVH.

Figura 4. Fotomicrografia de sitio de nanoinjecédo no hipotalamo paraventricular em
lamina histolégica de um corte frontal do encéfalo de rato (40 um). Na base,
horizontalmente, esté o feixe fibroso do trato 6ptico (opt). No centro, o eixo vertical é
demarcado pela fenda do terceiro ventriculo (Il). O nucleo paraventricular (PVN) esta
delimitado pelas linhas pontilhadas. A seta indica o local de nanoinjecao na
extremidade lateral do PVN direito.

4.1 Respostas cardiacas produzidas pela injecao de grelina no PVH

A Figura 5 exemplifica a distribuicdo dos sitios de nanoinjecado marcados com
corante nos animais que receberam injecdo de grelina no PVH. A nanoinjecao
unilateral de grelina no PVH promoveu alteracdes significativas nos parametros

cardiovasculares.
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Figura 5. Representacdo esquematica dos sitios marcados pela nanoinjecdo de
corante azul de Evans do grupo em que foi administrado grelina (100 nL) no PVH.
Cada sitio de injecao corresponde a um experimento (n = 7).

A Figura 6 ilustra o efeito da nanoinjecao (100 nL) unilateral do horménio
grelina na concentragao de 0,03 nM no PVH sobre os parametros cardiovasculares. A
nanoinjecao de grelina reduziu significativamente a PAM, a LVP maxima e a LVdP/dt
maxima. Entretanto, a reducdo na FC nao foi significativa. Este efeito pode ser
evidenciado ja nos primeiros 10 min apds a nanoinjecédo, alcancando respostas

maximas aos 15 min.
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Figura 6. Registros graficos ilustrando as respostas de PAM, FC, LVP max € LVdP/dtmax
produzidas pela nanoinjecao unilateral de grelina no PVH. A seta indica 0 momento
da injecao para todos os parametros

A injecdo de grelina no hipotdlamo paraventricular reduziu a pressao arterial
(APAM: 40 + 12 mmHg, p < 0,05 vs. Basal), a pressao ventricular esquerda (ALVP max:
-28 £ 12 mmHg, p < 0,05 vs. Basal) e sua derivativa (ALVdP/dtmax: -2051 + 946
mmHg/s; p < 0,05 vs. basal), sem provocar mudancgas significativas no cronotropismo

cardiaco (AFC: -6 + 14 bpm; p < 0,05 vs. basal) (Figura 7).
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Figura 7. Valores de PAM (painel A), FC (painel B), LVPmax (painel C) e LVAP/dtmax
(painel D) em resposta a nanoinjecao unilateral de grelina (100 nL). Valores referentes
as médias coletadas no periodo basal (2 min antes da injecdo central), no ponto
maximo da resposta a nanoinjecao de grelina, e a variacao entre elas. As médias
foram comparadas usando teste t de student; *p < 0,05. PAM, presséao arterial media;
FC, frequéncia cardiaca; LVP max, pressao maxima no ventriculo esquerdo; LVAP/dtmax,
derivada de pressao por tempo dentro do ventriculo esquerdo.

4.2 Respostas cardiacas produzidas pelo antagonismo dos receptores GHS-
R1a (injecao de PF04628935) no PVH
A Figura 8 exemplifica a distribuicao dos sitios de nanoinjecao marcados com
corante nos animais do grupo 2, que receberam inje¢cdo de PF04628935 no PVH. A
nanoinjecao unilateral de PF04628935 no PVH promoveu alteragdes significativas nos

parametros cardiovasculares.
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Figura 8. Representacdo esquematica dos sitios marcados pela nanoinjecdo de
corante azul de Evans do grupo em que foi administrado PF04628935 (100 nL) no
PVH. Cada sitio de injecdo corresponde a um experimento (n = 6).

A Figura 9ilustra os efeitos da nanoinjecéo (100 nL) unilateral de PF04628935
na concentracao de 0,06 nM no PVH, sobre a PAM, FC, LVPmax € LVdP/dtmax. Estes
efeitos podem ser observados em 15 min em média apés a nanoinjecao,
apresentando aumento significativo dos valores de PAM, FC, LVP max € LVdP/dtmax.
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Figura 9. Registros graficos ilustrando as respostas de PAM, FC, LVP max e LVdP/dtmax
produzidas pela nanoinjecdo unilateral de PF04628935 no PVH. A seta indica o
momento da injecao para todos os parametros.

A Figura 70 mostra a média das alteracbes maximas provocadas pela injecao
de PF04628935 no PVH. Ao contrario do verificado apds a injecao de grelina, o
bloqueio dos efeitos da grelina endbégena pelo antagonismo do GHS-R1a no
hipotalamo paraventricular pela nanoinjecao de PF04628935 causou aumentos na
pressao sistémica (APAM: 8 £ 3 mmHg; p < 0,05 vs. basal) e pressao cardiaca

(ALVPmax: 29 £ 8 mmHg/s; p < 0,05 vs. basal), além de provocar cronotropia positiva
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(AFC: 29 £ 12 bpm; p < 0,05 vs. basal) e inotropia (ALVAP/dtmax: 1449 + 467 mmHg/s;
p < 0,05 vs. basal).
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Figura 10. Média das alteragées maximas da PAM (painel A), FC (painel B), LVP max
(painel C) e LVdP/dtmax (painel D) em resposta a nanoinjecdo unilateral de
PF04628935 (100 nL) no PVH. Valores referentes as médias coletadas no periodo
basal (2 min antes da injecao central) e no ponto maximo de resposta a nanoinjecao
de PF04628935, e sua variacdo. *p < 0,05. PAM, pressdo arterial média; FC,
frequéncia cardiaca; LVPmax, pressdao maxima no ventriculo esquerdo; LVdP/dtmax,
derivada de pressao por tempo dentro do ventriculo esquerdo.

4.3 Respostas cardiacas produzidas pela grelina apos a estimulacao dos
receptores GABAa no PVH
A Figura 117 exemplifica a distribuicao dos sitios de nanoinjecado marcados com
corante nos animais que receberam injecao de muscimol e posteriormente de grelina
no PVH. A nanoinjecao unilateral de muscimol seguida da nanoinjecao unilateral de

grelina no PVH promoveu alteracdes significativas nos parametros cardiovasculares.
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Figura 11. Representacao esquematica dos sitios marcados pela nanoinjecao de
corante azul de Evans do grupo em que foi administrado muscimol (100 nL) e grelina
(100 nL) no PVH. Cada sitio de injecéo corresponde a um experimento (n = 5).

A Figura 12ilustra os efeitos da nanoinjecéo unilateral de grelina 0,03 nM (100
nL) no PVH, ap6s 10 min de nanoinjecao de muscimol 20 mM no mesmo sitio, sobre
a PAM, a FC, a LVPna € a LVdP/dtmax. Estes efeitos promoveram um aumento
significativo dos valores de PAM, FC, LVP max € LVAP/dtmax.
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Figura 12. Reqgistros graficos ilustrando as respostas de PAM, FC, LVPnix €
LVdP/dtmax produzidas pela nanoinjecao unilateral de muscimol (100 nL) e, apds 20
min, de grelina (100 nL) no PVH. As setas indicam o momento das inje¢cdes para todos

0s parametros.

A injecdo de muscimol reduziu os parametros cardiovasculares. A nanoinjecao
subsequente de grelina durante a ativacao de receptores de GABAAa potencializou a
reducao da pressao arterial (APAM: -19 £ 5 mmHg; p < 0,05 vs. Muscimol) sem alterar
a pressao cardiaca (ALVPmax: -14 £ 12 mmHg/s ; p < 0,05 vs. Muscimol) e a
contratilidade (ALVdP/dtmax -1744 + 1286 mmHg/s ; p < 0,05 vs. Muscimol).

Curiosamente, a injecao de grelina durante a ativacdo dos receptores GABAa
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aumentou a cronotropia cardiaca (AFC: 27 = 12 bpm; p < 0,05 vs. Muscimol) (Figura
13).
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Figura 13. Média das altera¢gées maximas da PAM (painel A), FC (painel B), LVP max
(painel C) e LVdP/dtmax (painel D) em resposta a microinje¢des unilaterais de muscimol
e de grelina (100 nL) no PVH. Valores referentes a médias coletadas no periodo basal
(2 min antes da injecao central) e no ponto maximo de resposta as microinjecoes de
muscimol e de grelina e sua variacao. *p < 0,05. PAM, presséo arterial média; FC,
frequéncia cardiaca; LVPmax, pressao maxima no ventriculo esquerdo; LVdP/dtmax,
derivada de pressao por tempo dentro do ventriculo esquerdo.
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4.4 Sumarizacao dos Resultados

GRELINA APOS
GRELINA | PF04628935 | MUSCIMOL

MUSCIMOL
PAM U ] U U
FC - ) — ]

LVP max U ] U —

LVdP/dtmax U ] — —

Tabela 1. Resumo dos resultados apresentados em todos 0s grupos experimentais e
os efeitos sobre a PAM (pressao arterial média), FC (frequéncia cardiaca), LVPmax
(pressdo maxima no ventriculo esquerdo) e LVdP/dimsx (derivativa da pressao
ventricular esquerda maxima) causados pela injecao de grelina (n = 7), de
PF04628935 (n = 6) e de muscimol seguido de grelina (n = 5).

T Aumento, U Diminuicdo, — alteracdo nao significativa.
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5 DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo foram: i) A injecdo de grelina no PVH
reduziu a pressao arterial e a contratilidade cardiaca sem afetar a cronotropia; ii) o
bloqueio da grelina endégena pelo antagonismo do GHS-R1a no PVH aumentou a
pressao, a frequéncia cardiaca e a contratilidade cardiaca; iii) A grelina potencializou
os efeitos hipotensivos decorrentes da estimulacao dos receptores GABAA expressos
pelos neurdnios pré-motores simpaticos do PVH.

Desde os estudos seminais de Kojima [4], da descoberta da grelina até o
presente momento, esta se tornando indubitavel que as caracteristicas pleiotropicas
desse horménio peptidico vao muito além de um papel no controle do metabolismo e
do balanco energético [134]. Mesmo sendo predominantemente produzida por células
oxinticas do estdmago, a grelina é conhecida por controlar varias funcdes [134] e
interferir em varios tecidos, incluindo areas do cérebro e seus neurotransmissores,
sugerindo que ela desempenha um importante papel integrador [135, 136]. Isso é
fortemente apoiado por estudos que demonstram a presencga de seu receptor GHS-
R1a em varios 6rgaos e tecidos do corpo [137, 138]. Assim, o eixo grelina - GHS-R1a
hipotalamico constitui um alvo interessante para investigar a interferéncia deste
peptideo no controle autonémico de alguns sistemas, como o cardiovascular [139]. O
GHS-R1a esta amplamente distribuido no sistema nervoso central, incluindo o
hipotalamo e, mais especificamente, a subdivisdo do PVH [140]. Esses receptores
também sédo encontrados no hipocampo, no 6rgao subfornical, na area postrema, no
nucleo dorsal do vago, na area tegmentar ventral e no nucleo do trato solitario [141].
Estudos de hibridizacdo in situ detectaram o mRNA da grelina em nucleos
hipotalamicos, no tronco encefalico, na substancia negra e na area tegmentar ventral
[142, 143].

Apesar de estar claro que o eixo grelina-GHS-R1a modula fungdes organizadas
centralmente [144], ainda é bastante controverso que esse hormdnio seja ativamente
gerado por neurbnios [128]. A expressao de grelina em neurbnios hipocampais foi
avaliada por Russo e colaboradores, que concluiram que neurénios produtores de
grelina no hipocampo fazem projecées monossinapticas para a amigdala e o para o

nucleo arqueado [145, 146].
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Um estudo de Cruz e colaboradores investigou as vias neurais envolvidas no
consumo de alcool, um agonista dos receptores GABAa, e demonstrou que, na
presenca de grelina, houve aumento nos potenciais pos-sinapticos inibitérios [147].
Esses potenciais inibitérios foram aumentados durante efeitos simultaneos da grelina
e do alcool, o que sugere claramente que a grelina seja capaz de amplificar as
influéncias inibitérias do GABA e/ou a atividade dos receptores GABAa [147]

A partir de abordagens eletrofisiolégicas, as avaliagdes da influéncia da grelina
em regibes da amigdala revelaram um papel importante desse horménio na
organizacao do comportamento alimentar e nos componentes emocionais ligados a
ansiedade e ao estresse [148]. Recentemente, demonstramos que o eixo grelina-
GHS-R1a potencializou a taquicardia evocada pela exposicdo ao estresse agudo
[149]. Carlini e colaboradores avaliaram o papel da grelina quando administrada em
regides extra-hipotalamicas, como os nucleos da amigdala e da rafe, verificando a sua
participacdo nas respostas de ingestdo de alimentos, formagcdo de meméria e
comportamentos relacionados a ansiedade [150].

Injecdes de grelina no nucleo do trato solitario provocaram redug¢éo da presséo
arterial e da frequéncia cardiaca [151]. Ja o bloqueio ganglionar farmacolégico
reverteu essas alteragdes, enquanto que o antagonismo muscarinico pela atropina
nao produziu efeito [151]. Logo, estes resultados confirmaram o envolvimento do ramo
simpatico nas respostas cardiovasculares evocadas pela grelina. Em adicao, injecdes
de grelina no NTS reduziu significativamente a pressdo arterial e a frequéncia
cardiaca, concomitantemente a supressao da atividade simpatica renal [151]. Em
contrapartida, injecoes do mesmo agentea na area postrema caudal e na medula
ventrolateral rostral ndo desencadearam efeitos na frequéncia cardiaca e pressao
arterial [151].

No presente estudo, foram comparados os efeitos de: i) grelina (0,03 nM); ii)
PF — 04628935 (0,06 nM), um antagonista do GHS-R1a; e iii) muscimol (20 mM), um
agonista dos receptores de GABAAa; no PVH para avaliar a interagdo desses eixos
moleculares e sua influéncia sobre o sistema cardiovascular. A luz das evidéncias
acerca do importante papel das sinapses gabaérgicas para o controle de funcdes
hipotalamicas [152], nossa hipbtese é que a grelina pode alterar a amplitude das

influéncias do GABA sobre os neurdnios do PVH. O tbnus gabaérgico no PVH é
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responsavel pelo controle inibitério da atividade desses neurbnios pré-motores
simpaticos hipotalamicos [153]. Nesse sentido, é possivel que grelina e GHS-R1a

possam afetar as influéncias gabaérgicas sobre esses neurdnios.

Nossos resultados demonstraram que a continuidade na reducdo da pressao
arterial e no aumento da freqiiéncia cardiaca quando a grelina foi injetada em
sequéncia a ativacao de receptores GABAa no PVH, pela nanoinjecao de muscimol.
Isso pode estar relacionado a evidéncia prévia sobre os efeitos da grelina durante o
agonismo GABAAa pelo alcool, que demonstrou uma modulagdo nos potenciais pos-
sinapticos inibitorios [152]. A hipotensao acompanhada de taquicardia parece ser
resultado da predominancia barorreflexa [154]. De fato, as projecdes reciprocas entre
o PVH e areas do tronco encefalico que compdem o circuito bulbar do barorreflexo
podem ser influenciadas tanto pelo efeito da manipulacdo de GABA quanto pelo efeito
da manipulacdo de grelina - GHS-R1a [155, 156]. No entanto, a influéncia da grelina

em cada componente do circuito barorreflexo ainda precisa ser melhor avaliado.

Tem sido sugerido que outros neurotransmissores, como a noradrenalina,
podem modular a influéncia do GABA sobre a atividade neuronal de nucleos
hipotalamicos, como PVN [157-159], o que foi corroborado por Daftary e
colaboradores [160]. Inputs glutamatérgicos intrahipotalamicos também contribuem
para a modulacao das respostas evocadas pela noradrenalina [161, 162]. Aumentos
na neurotransmissao glutamatérgica no PVH modulam a liberagcao de vasopressina e
ocitocina [163, 164]. Portanto, o equilibrio entre neurotransmissores excitatérios e
inibitérios determina o controle da homeostase em diferentes sistemas, como o
cardiovascular [164]. Neste sentido, as mudancas na neuroguimica e nos niveis de
hormonios, cuja liberacao é regida pelo PVH, podem modificar a funcao barorreflexa
[165]. A estimulacdo do PVH reforga a contribuicao dessa area para a regulacéo da
funcao cardiovascular [166, 167].

No presente estudo, enquanto a injecao de grelina no PVH provocou respostas
hipotensoras sem modificar o cronotropismo, a mesma injecéo, quando realizada apés
muscimol, potencializou a hipotensdo e foi acompanhada por uma taquicardia
discreta, mas significativa. Matsumura e colaboradores relataram reducao da pressao
arterial sistémica e atenuagcdo da funcédo barorreflexa em ratos conscientes pds

modulagao simpatica por grelina [7]. Isso sugere fortemente um envolvimento do
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componente vasomotor e de vias do barorreflexo, o que condiz com os relatos prévios
sobre a contribuicdo do PVH para o controle da fungcédo barorreflexa [168]. Nossos
dados experimentais, obtidos com animais anestesiados, previamente injetados com
muscimol no PVH, sugerem um aumento na atividade simpatica diretamente para o
coracdo, evocada pela grelina nessa situacdo, possivelmente via mecanismos

baroreflexos.

Neurdnios do PVH podem alterar os niveis de pressao arterial, projetando-se
diretamente para a coluna espinhal intermédio-lateral espinal — onde as eferéncias
simpaticas sao conduzidas — ou projetando-se para 0s neurdnios pré-motores
simpaticos da RVLM [168]. Portanto, é possivel compreender a funcao exercida pela
grelina sobre a modulacado da atividade de neurbnios que coordenam as funcdes
cardiovasculares [169]. De fato, a inibicdo dos neurénios do PVH resulta na reducéo
da atividade dos nervos simpaticos [170]. Isto reflete em ajustes da pressao arterial,
da funcdo renal, da atividade respiratoria e da funcao cardiaca [170, 171]. Por
exemplo, os neurdnios do PVH sao responsaveis pela super ativacao simpatica para
0 coracao durante a insuficiéncia cardiaca [172]. Isso pode ser consequéncia de
modificagées nos inputs inibitérios sobre os neurdnios do PVH, o que permitiria uma
predominancia de estimulos excitatorios dentro dessa area hipotalamica [172]. Diante
dessas evidéncias, um possivel envolvimento do eixo grelina - GHS-R1a central na
fisiopatologia de algumas doencas cardiovasculares parece plausivel [173, 174].

Um recente estudo de Gaston e colaboradores demonstrou que doses
ansiogénicas de grelina interferem no eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal, que é
mediado pela ativacdo de receptores GABAa [175]. Os padrdes de
adrenocorticotrofina, marcadores da resposta neuroendécrina ao estresse, foram
avaliados em seres humanos infundidos com grelina [176, 177]. Verificou-se que a
secrecao de adrenocorticotrofina induzida pela grelina correlaciona-se com respostas
de arginina-vasopressina, sabidamente liberados pelo PVH [176]. Uma vez que a
liberacado de grelina é uma resposta neuroendécrina a exposicao ao estresse agudo
[178] e a injecdo de grelina induz ativacao de varias areas cerebrais relacionadas ao
estresse [141], nds avaliamos recentemente o papel do eixo da grelina - GHS-R1a
nas respostas cardiovasculares evocadas pela exposicdo ao estresse emocional

agudo.
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Grelina tem sido relacionada com a melhora da funcéo cardiaca. Administracdo
de grelina durante o periodo de reperfusao, em coracdes isolados de ratos, resultou
em melhora do fluxo coronariano, frequéncia cardiaca e fracao de ejecao ventricular
[179]. Em adicdo, os dados do presente estudo demonstram que a inje¢ao de grelina
no PVH reduziu a pressdo arterial e a contratilidade, sem modificar a cronotropia. E
possivel que os efeitos centrais da grelina dependam da potencializacdo dos
mecanismos inibitérios gabaérgicos, enquanto nos tecidos periféricos, como nas

células cardiacas, ela seria capaz de potencializar os mecanismos beta-adrenérgicos.

O GHS-R1a foi descrito como o principal receptor através do qual a grelina
promove o0s seus efeitos integrativos sobre varios sistemas [180, 181]. As varias
questbes que ainda precisam ser respondidas em relacdo ao papel multissistémico
fisiolégico da grelina impulsionardo os passos para estudos posteriores.
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Conclusao

6 CONCLUSAO

A grelina, ao interagir com seus receptores GHS-R1a no PVH, contribui para o
controle autonémico da funcao cardiaca e da pressao arterial. Estes efeitos parecem
resultar de interacées com a neurotransmissao gabaérgica, ou seja, com o controle
inibitdério ao qual os neurdnios pré-motores simpaticos dessa regiao estao submetidos.
Esses achados estabelecem a viabilidade de novos estudos para melhor compreender

0s mecanismos eletrofisioldgicos e moleculares neles envolvidos.
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ABSTRACT

BACKGROUND - The action of hormones and neurotransmitters upon hypothalamus is
responsible for producing adequate responses that result from autonomic settings. The effects of the
28-amino acid peptide ghrelin are mediated by the growth hormone secretagogue receptor subtype
la (GHSRIla), densely expressed in the sympathetic premotor of neurons located at the
paraventricular hypothalamus well known for controlling cardiovascular system. AIMS — We
investigated whether: 1) ghrelin and its receptors of PVH would be responsible for setting cardiac
function; ii) activity of gabaergic synapses that act upon would be influenced by ghrelin.
METHODS — Wistar rats (250-300g) were anesthetized (1.4 g/kg i.p.). Polyethylene catheters were
placed into the femoral artery and vein for recordings mean arterial pressure (MAP) and for drug
injections, respectively. Left ventricle was catheterized to measure pressure (LVP). Drugs injected
into PVH were: i) Ghrelin (0.03 nM/100 nL); ii) the antagonist of GHS-R1a PF04628935 (0.06
nM/100 nL); iii) the agonist of GABA, receptors Muscimol (20 mM/100 nL) followed by Ghrelin
(0.03 nM/100 nL). RESULTS — Ghrelin in the PVH decreased MAP, maximal LVP (LVPmax) and
its derivative (LVdP/dT peak, a measure of contractility). Converse, blockade of the endogenous
ghrelin by the antagonism of GHS-R1a in the paraventricular hypothalamus increased arterial and
cardiac pressures, besides provoking positive cardiac chronotropy and inotropy. Ghrelin potentiated
the hypotensive effect evoked by muscimol into PVH. CONCLUSION — Ghrelin seem to reduce
cardiac function through GHS-R1a receptors. These ghrelin effect in the PVH upon vasomotion

seem to be potentiated by gabaergic tone.

Keywords: Paraventricular hypothalamus, cardiac function, ghrelin, autonomic nervous

system.
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1- INTRODUCTION

Among the central pathways controlling cardiovascular, respiratory and neuroendocrine
functions, hypothalamus plays a pivotal role [1-3]. Within the main diencephalic areas
importantly involved in the autonomic regulation of cardiovascular and renal functions,
paraventricular hypothalamus (PVH) is known for governing vasomotion, cardiac and renal
beds [4], by regulating neuroendocrine functions [2] and by modulating the activity of
sympathetic supplies [5, 6]. PVH contains sympathetic premotor neurons that relay directly at
different levels of the intermediolateral column of the spinal cord, including those levels
containing preganglionic neurons that connect to sympathetic efferences innervating heart and
vessels [7].

The action of hormones and neurotransmitters upon hypothalamus is responsible for
producing adequate responses that result from autonomic settings [8]. Despite being firstly
described for controlling metabolism and food intake, the 28-amino acid peptide ghrelin is able
to act in central areas involved in the autonomic control [9]. Recently, ghrelin was described
for influencing cardiovascular system, as revealed by the hypotensive and bradycardic effects
that were mediated by the growth hormone secretagogue receptor subtype la (GHS-R1a) [10].
This receptor is densely expressed in the sympathetic premotor of neurons of PVH that are
modulated by gabaergic inhibitory inputs [11, 12], well known for their role in the control of
body fluid homeostasis and cardiovascular functions [13-15].

Besides being synthesized and secreted in some brain areas, ghrelin is able to across the
blood brain barrier through many mechanisms [10, 16]. Diencephalic regions are almost devoid
of blood brain barrier which allows systemically circulating molecules achieving this highly
permeable brain region [17]. In the regard of these evidences, it has been described that
intraperitoneal injection of ghrelin induces PVH expression of c-Fos, an early gene that

correlates with recent neuronal activity. Direct injection of ghrelin in the paraventricular
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hypothalamus was described for modifying behavior [18], intestinal motility [4, 19] and blood
pressure [4, 8]. However, to the best of our knowledge, there is no report showing the
involvement of ghrelin and its receptors in the PVH on the control of cardiac function [8].
Since PVH is one of the sympathetic premotor groups whose neurons express GHS-R1a [20-
22], the hypotheses then raised are: i) ghrelin and these receptors would be responsible for
setting cardiac function; ii) the activity of gabaergic synapses would be influenced in the
presence of ghrelin and/or during activation of ghrelin receptors. Therefore, in this study we
investigated whether ghrelin and GHS-R1a of the paraventricular hypothalamus contribute

cardiac contractility and chronotropy.

2- MATERIAL AND METHODS
Animals and surgery

Local animal facility (Bioterio Central) provided adult male Wistar rats (250-350 g) after
experimental procedures being approved by Ethics Committee on Animal Use of the Federal
University of Goias (Brazil) (CEUA-UFG protocol 090/15). Our procedures also in according with
rules established by Brazilian Committee for Animal Experiment (COBEA) and by U.S. National
Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. All efforts were made to
minimize the number of animals needed to complete the experiments.

Experiments were conducted under urethane anesthesia (1.4 g/kg i.p.); its adequacy was
verified by the absence of a withdrawal response to a nociceptive stimulation of a hindpaw.
Supplemental doses of urethane were given when necessary. Polyethylene catheters were placed
into the femoral artery and vein for recordings arterial pressure (AP) and for drug injections,
respectively. Left ventricular pressure (LVP) was measured using polyethylene catheter inserted
into the left ventricle through the right common carotid artery (Amplifier AVS Projetos AECAD

02P - Brazil). Peak values of the first derivative from LVP, i.e. LVdP/dt peak (a measure of
6
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contractility), were computed online. Subsequently, the animals were positioned on a heating pad in
a prone position, and their head was placed in a stereotaxic frame (AVS Projetos — Brazil), in
ventral decubitus with the head positioned -3.3mm above the interaural line. The skull was exposed
in the midline for visualization of Bregma. The location coordinates of PVH were: anteroposterior:
-1.8 mm; dorso-ventral: -7.8 to -8.0mm; and lateral: 0.7mm. After performing a local craniotomy,
which allowed for needles insertion into rat brain, an ultra-fine tipped glass micropipette was
directed to the PVH and drugs were injected. The volume for all drugs, including the Evans Blue
dye, was 100 nl. Body temperature was monitored using rectal thermometer and maintained in the

range of 37-37.5°C with a heating pad.

Experimental design

Animals were anesthetized and instrumented for cardiovascular recordings and central
injections as described above. After waiting about 20 minutes for stabilization of cardiovascular
parameters, injections of drugs into PVH were performed unilaterally. The experiments were
divided into the following experimental groups (n = 5 — 6 each; please see figure captions for

details).

Experiment 1 — Cardiac responses produced by injection of ghrelin into PVH

After surgeries, it was waited a minimum period of 20 minutes for stabilization of
cardiovascular parameters. Subsequently, injection (100 nL) of ghrelin (0.03 nM) was made in
PVH. 20 min period was waited to observe the responses evoked by ghrelin. The amplitudes of the

responses evoked by ghrelin were compared to baseline values.
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Experiment 2 — Cardiac responses produced by the antagonism of GHSR-1a receptors (injection of
PF04628935) into PVH

After surgeries, it was waited a minimum period of 20 minutes for stabilization of
cardiovascular parameters. Subsequently, injection (100 nL) of PF04628935 (0.06 nM) was made in
PVH. 20 min period was waited to observe the responses evoked by PF04628935. The amplitudes

of the responses evoked by ghrelin were compared to baseline values.

Experiment 3— Cardiac responses produced by the ghrelin following stimulation of GABAA
receptors in the PVH

After surgeries, it was waited a minimum period of 20 minutes for stabilization of
cardiovascular parameters. Subsequently, injection (100 nL) of the antagonist of GABA subtype A
receptors Muscimol (20 mM) was made in PVH. 10 minutes later, it was performed an injection of
ghrelin (0.03 nM). 20 min period was waited to observe the responses evoked by injections. The
amplitudes of the responses evoked by ghrelin were compared with baseline and between injections

into PVH.

Histology

At the end of experiments, the animals received microinjection of Evans blue dye (100nl)
in PVH. The brains were removed, kept in paraformaldehyde (10%) and then transferred to 30%
sucrose solution for 48 hours prior to further cut (40um) in cryostat. For histological analysis,
sections were mounted on slides previously gelatinized and stained with neutral red. The

injection sites were compared with the atlas of Paxinos and Watson [23].

Data acquisition and analysis
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Data were acquired using PowerLab 8/35and LabChart 7.0 (ADInstruments, Sydney,

Australia) and displayed online. Statistics were performed using GraphPad Prism 6. Comparisons

oNOYTULT D WN =

between responses evoked by microinjections into PVH were determined by student #-test.

Significance was taken at P<0.05. Data are expressed as mean + SE.

14 3- RESULTS

16 Experiment 1 — Cardiac responses produced by injection of ghrelin into PVH

18 Injection of ghrelin into paraventricular hypothalamus reduced arterial pressure (A
20 MAP: 40 £ 12 mmHg; P<0.05 vs. baseline), ventricular pressure (A LVP max: -28 £ 12 mmHg;
23 P<0.05 vs. baseline) and its derivative (A LVdP/dt max: -2051 £ 946 mmHg/s; P<0.05 vs.
25 baseline), without provoking significant changes in cardiac chronotropism (A HR: -6 £ 14 bpm;
27 P>0.05 vs. baseline) (Figure 1). Photomicrography exemplifying injection site into PVH is also

showed in the figure 1 (Panel I).

35 Experiment 2 — Cardiac responses produced by the antagonism of GHSR-1a receptors (injection of
37 PF04628935) into PVH

39 Converse to found after injection of ghrelin, the antagonism of GHS-Rla in the

41 paraventricular hypothalamus after microinjecting PF04628935 evoked systemic (A MAP: 8 £

3 mmHg; P<0.05 vs. baseline) and cardiac pressor responses (A LVP max: 29 £ 8 mmHg/s;

46 P<0.05 vs. baseline), besides provoking positive chronotropy (A HR: 29 + 12 bpm; P<0.05 vs.

48 baseline) and inotropy (A LVdP/dt max: 1449 + 467 mmHg/s; P<0.05 vs. baseline) (Figure 2).
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Experiment 3— Cardiac responses produced by the ghrelin following stimulation of GABA4

receptors in the PVH

The injection of muscimol reduced cardiovascular parameters. The subsequent injection

of ghrelin during activation of GABA4 receptors amplified the magnitude of the reductions in

arterial pressure (A MAP: -19 £ 5 mmHg; P<0.05 vs. Muscimol) without altering cardiac

pressure (A LVP max: -14 £12 mmHg/s; P>0.05 vs. Muscimol) and contractility (A LVdP/dt

max: -1744 £ 1286 mmHg/s; P>0.05 vs. Muscimol). Intriguingly, injection of ghrelin during

activation of GABA 4 receptors increased cardiac chronotropy (A HR: 27 + 12 bpm; P<0.05 vs.

Muscimol) (Figure 3).

Summary of results

GHRELIN PF04628935 MUSCIMOL GHRELIN AFTER
MUSCIMOL
MAP U fl U U
HR f f
LVP max U 0 U —_
LVdP/dt max U il — —_

Table 1. Summary of the results presented in all experimental groups and the effects on MAP

(mean arterial pressure), HR (heart rate), LVP max (maximal left ventricular pressure),

LVdP/dt max (maximal derivative from left ventricular pressure) caused by injection of ghrelin

(n=7), PF04628935 (n=6) and muscimol followed by ghrelin (n=5).

1 Increase, | Decrease, --- non-significant change.

4- DISCUSSION
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The main findings of this study were: i) Injection of ghrelin into PVH reduced arterial
pressure and contractility without affecting in cardiac inotropy; ii) The blockade of endogenous
ghrelin by the antagonism of GHS-R1a of the PVH increased pressure, heart rate e cardiac
contractility; iii) Ghrelin potentiated the hypotensive effects evoked from stimulation of
GABAA receptors of the PVH.

From the discovery of ghrelin, described in the seminal studies of Kojima [24, 25], to
the present, it is becoming undoubted that the pleiotropic features of ghrelin go far beyond a
simple role in the control of metabolism and energetic balance. Even being predominantly
produced by the oxyntic cells of the stomach, ghrelin is known for controlling several functions
[26] and for interfering with several tissues, including brain areas and their neurotransmitters
[27, 28]. This, in turn, arises an important integrative role played by ghrelin, which is strongly
supported by studies that demonstrated the presence of the GHS-R1a in several organs [29, 30].
In this regard, it is not unlike to propose that the hypothalamic ghrelin — GHS-R1a axis would
be an interesting target to investigate the interference of this peptide in the autonomic control of
some systems, such as the cardiovascular.

In situ hybridization studies detected the mRNA for ghrelin in hypothalamic nuclei,
brain stem, substantia nigra and ventral tegmental area [27]. Although ghrelin — GHS-R1a axis
modulates centrally organized functions [31], it is still quite controversial whether ghrelin is
actively generated from neurons [28]. The expression of ghrelin in the hippocampal neurons
was assessed by Russo and colleagues. Their findings revealed that neurons producing ghrelin
in the hippocampus project monosynaptically to amygdala and arcuate nucleus [32, 33]. GHS-
Rla is broadly distributed in the central nervous system [34, 35], which includes the
hypothalamus and specifically, the subdivisions of the PVH [36]. These receptors are also
found in the hippocampus, subfornical organ, area postrema, dorsal vagus nucleus, ventral

tegmental area and nucleus tract solitarius [10, 31]. It was also approached the role of ghrelin in
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the hippocampus and suggested that the learning processes are involved in the food seeking and
intake behaviors [37, 38]. The injection of ghrelin in the arcuate nucleus provoked increases in
food intake and in the breathing coefficient [39]. The complexity of approaching the role of
hormones that might regulate several functions becomes more interesting with the discovery of
synergic actions exerted by orexinergic peptides (such as neuropeptide Y and Agouti related
peptide) and anorexinergic peptides (such as proopiomelanocortin and leptin) [9, 10, 40].

It has been suggested that some neurotransmitters, as noradrenalin, may modulate the
tonic influence of GABA over the activity of sympathetic premotor neurons of PVH [41, 42],
which is corroborated by the findings of Daftary and colleagues [43]. Intrahypothalamic
glutamatergic inputs also contributes to the modulation of the responses evoked by
noradrenalin [44]. Increases in glutamatergic release upon PVH govern the release of
vasopressin and oxytocin [45]. Therefore, the balance between excitatory and inhibitory
neurotransmitters determines the control of homeostasis in different systems, such as
cardiovascular. The group of neurons we focused is responsive to gabaergic inputs, which
arises the possibility that an interaction between GABA and ghrelin would reflect in
cardiovascular responses. The study of Cruz and colleagues provided some support to the
aforementioned hypothesis, as they investigated the neural pathways underlying the
consumption of alcohol, an agonist of GABA, receptors. In the presence of ghrelin, there were
increases in the number of inhibitory post synaptic potentials. These inhibitory potentials were
increased during the simultaneous influences of ghrelin and alcohol, which clearly suggests that
ghrelin is able to amplify the inhibitory influences of GABA and/or the activity of GABAA
receptors [46, 47]. From electrophysiological approaches, the assessments of ghrelin influence
upon amygdala regions revealed an important role of this hormone in the organization of food
intake and emotional components linked to anxiety and stress [48]. Carlini and co-workers

evaluated the administration of ghrelin and the role of extrahypothalamic regions, such as
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amygdala and raphe nuclei. They reported a role for ghrelin in the responses of food intake,
memory formation and anxiety-like behavior [32, 49]. Therefore, there are consistent evidences
on involvement of ghrelin in the organization of several functions as well as its interaction with
neural pathways controlled by GABA.

Injections of ghrelin in the nucleus tract solitarius evoked significant increases in
arterial pressure and heart rate, which was concomitant to increases in the activity of renal
sympathetic nerves. While pharmacological ganglionic blockade reverted these changes, the
muscarinic antagonism by atropine did not produce any effect. Jointly, these results confirmed
the involvement of the sympathetic branch in the cardiovascular responses evoked by ghrelin.
Furthermore, injections of ghrelin in the area postrema caudal and rostral ventrolateral medulla
were not able to produce changes in arterial pressure and heart rate, whereas same injections
into NTS modified sympathetic activity and pressor responses [50, 51]. Recently, we
demonstrated that ghrelin-GHS-R1a axis potentiated that tachycardia evoked by acute stress
exposure and the mechanisms involved strongly relies on sympathetic and beta-adrenergic
paths [52]. In the current study, ghrelin, the antagonist of GHS-R1a and the agonist of GABA
receptors were injected into the PVH in order to assess the contribution of ghrelin and its
receptors and a possible involvement of GABA, receptors to the effects evoked by ghrelin. In
the light of the evidences on the important role of gabaergic synapses to the control of
hypothalamic functions [46, 47, 53], we hypothesize that ghrelin may change the amplitude of
GABA influences on PVH neurons. Gabaergic tone upon PVH is responsible for controlling
the activity of these hypothalamic sympathetic premotor neurons [6, 54, 55]. It is possible that
ghrelin and GHS-R1a would affect the gabaergic influences upon PVH neurons. Present data
showed that injection of muscimol into PVH potentiated the hypotensive effects caused by
injection of ghrelin into PVH, without affecting cardiac contractile function. This points

towards a predominance of vasomotor components controlled by PVH when cardiovascular
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parameters are at baseline or lower levels. Interestingly, the responses to the antagonism of
GHS-R 1a were converse to those evoked by injection of ghrelin in the PVH. It suggests that the
endogenous ghrelin is playing a role in reducing the activity of sympathetic premotor neurons
of PVH. This suggestion shall to be supported by the study of Cabral and colleagues. They
reported that the gastric emptying, an autonomically controlled function, is mediated by that
action of circulating ghrelin upon gabaergic neurons of area postrema [28].

The reductions in arterial pressure when ghrelin was injected following activation of
GABA, receptors in the PVH may be related to the previous evidence on the effects of ghrelin
during the effect of GABA4 agonism by alcohol, which reported a modulation on the inhibitory
post synaptic potentials [46]. The tachycardia that occurred simultaneously to the hypotension
cited above seem to be result of baroreflex predominance. In, fact the projections of PVH from
and to brainstem areas [49] composing medullary circuit of the baroreflex [11, 56] may be
influenced by the effects of both GABA and ghrelin-GHS-R1a manipulations. This is another
evidence that the stimulation of GHS-R1a and its receptors may interfere with the sensitivity of
gabaergic synapses in the PVH. The changes in the neurochemistry and in the levels of
hormones, whose release is governed by PVH, may modify baroreflex function [5, 55, 57].
Stimulation of PVH further confirms the contribution of this area to the adjustments of
cardiovascular function [1, 58]. Matsumara and colleagues reported a sympathoinhibition
following administration of ghrelin, which was concomitant to pressure reductions and
attenuation of baroreflex function in conscious rats [14]. This strongly suggests the
involvement of vasomotor components and of baroreflex pathways, which meets the previous
reports of PVH contribution to the control of baroreflex function [8, 59]. The projections of
PVH to NTS [10] and to the sympathetic premotor neurons of RVLM [60, 61], likely known

for governing vasomotion and for composing medullary baroreflex pathways, provides
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additional support to the recent findings. However, the influence of ghrelin on every synaptic
relay of baroreflex circuitry still need to be systematically assessed.

PVH neurons may change blood pressure levels, either by reaching directly the spinal
intermediolateral column — where the sympathetic efferences are conducted — or by projecting
to the sympathetic medullary neurons of RVLM [14, 59]. Therefore, it is not unlike to suppose
that neurons coordinating cardiovascular functions, where GHS-R1a are densely expressed,
may be influenced by ghrelin. In fact, the inhibition of PVH neurons results in reduction in the
activity of sympathetic nerves [42]. This reflects in adjustments of arterial pressure, renal
function, respiratory activity and heart function [11, 62]. For example, PVH neurons are
responsible for the sympathetic over activity to the heart during heart failure. This may be
consequence of modifications in the inhibitory inputs over PVH neurons, which would allow
for a predominance of excitatory stimuli within this hypothalamic area [62, 63]. In the light of
these evidences, the involvement of central ghrelin — GHS-Rla axis in pathophysiology of
some cardiovascular diseases seems plausible.

The recent study of Gaston and co-workers demonstrated that an anxiogenic doses of ghrelin
interferes with hypothalamic-pituitary-adrenal axis, which is mediated by activity of GABAA
receptors [41, 42, 64]. The patterns of adrenocorticotrophin, a hallmark of neuroendocrine
responses to stress, was assessed in humans infused with ghrelin. It was found that ghrelin induces
secretion of adrenocorticotrophin that depends on arginine-vasopressin responses [65]. Since
ghrelin release is a neuroendocrine effect of acute stress exposure [44, 52] and the injection of
ghrelin induced activation of several stress-related brain areas [10], we recently assessed the role of
ghrelin — GHS-R1a axis in the cardiovascular responses evoked by acute emotional stress exposure.
During stress, ghrelin potentiates cardiac reactivity to stress by modulating sympathetic control and
beta-adrenergic sensitivity. In the presence of ghrelin, isolated hearts increased heart function and

there was an increase in calcium transient of cardiomyocytes [52]. Our current findings
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demonstrate that ghrelin injection in the PVH reduced blood pressure and contractility, without

modifying chronotropy. It is possible that central effects of ghrelin depend on the potentiation of

gabaergic inhibitory mechanisms whereas in peripheral tissues, such as in cardiac cells, it is able
potentiate beta-adrenergic mechanisms [66].

GHSR1la was described as the main receptor through which ghrelin reaches its
integrative effects upon multiple systems [16, 40]. The several questions that still remain to be
answered with regard to physiological multisystem role of ghrelin drive the steps for further
studies [10, 35]. The present study shows that ghrelin — GHS-R1a in the PVH contributes to the
control of cardiac function and arterial pressure. These effects seem to be result of interactions
with gabaergic neurotransmission. However, further studies are necessary to better understand
electrophysiological and molecular mechanisms involved in the effects of ghrelin in neurons,

especially those composing sympathetic premotor groups.
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Figure 1. Chart records illustrating the responses of AP (panel A), HR (panel C), LVP peak (panel E) and
LvdP/dt peak (panel G) produced by the unilateral microinjection (arrows at the top indicate the moment of
injection) of ghrelin into PVH. Right column - Mean maximal changes in MAP (panel B), HR (panel D), LVP
peak (panel F) and LVdP/dt peak (panel H) in response to unilateral microinjections of ghrelin (100nl).
Values referring to the means collected at the basal period (2 minutes before the central injection), and at
the maximum point of response to microinjection of ghrelin and its variation. * P < 0.05. MAP, mean arterial
pressure; HR, heart rate; LVP peak, maximum pressure in the left ventricle; LVdP/dt peak, first derivative of
cardiac left ventricle pressure. Panel (I) at the bottom is a schematic representation of the injection sites
and panel J shows a slice with neutral red depicting the spot stained by Evans blue dye from an animal
injected with ghrelin (100nl) into PVH. n=7.
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Figure 2. Chart records illustrating the responses of AP (panel A), HR (panel C), LVP peak (panel E) and
LVdP/dt peak (panel G) produced by the unilateral microinjection (arrows indicate the moment of injection)
of PF04628935 in PVH. Right column - Mean maximal changes in MAP (panel B), HR (panel D), LVP peak
(panel F) and LVdP/dt peak (panel H) in response to unilateral microinjections of PF04628935 (100nl).
Values referring to the means collected in the basal period (2 minutes before the central injection), and at
the maximum point of response to microinjection of PF04628935 and its variation. * P < 0.05. MAP, mean
arterial pressure; HR, heart rate; LVP peak, maximum pressure in the left ventricle; LVdP/dt peak, first
derivative of cardiac left ventricle pressure. Bottom panel (I) - Schematic representation of the injection
sites from the group injected with PF04628935 (100nl) into PVH. n=6
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30 Figure 3. Left column - Chart records illustrating the responses of AP (panel A), HR (panel C), LVP peak
31 (panel E) and LVdP/dt peak (panel G) produced by the unilateral microinjection (arrows indicate the moment
32 of injection) of muscimol and ghrelin into PVH. Right column - Mean maximal changes in MAP (panel B), HR
(panel D), LVP peak (panel F) and LVdP/dt peak (panel H) in response to unilateral microinjections of
muscimol and ghrelin (100nl). Values referring to the means collected in the basal period (2 minutes before
34 the central injection), and at the maximum point of response to microinjection of muscimol and injection of
35 ghrelin and its variation. * P < 0.05. MAP, mean arterial pressure; HR, heart rate; LVP peak, maximum
36 pressure in the left ventricle; LVdP/dt peak, first derivative of cardiac left ventricle pressure. Bottom panel
37 (I) - Schematic representation of the injection sites from the group injected with muscimol and ghrelin
38 (100nl) group into PVH. n=5
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